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RESUMEN

I. RESUMEN

EVALUACION in vitro DE XANTONAS Y SESQUITERPENOIDES BE ORIGEN
VEGETAL COMO AGENTES HIPOGLUCEMICOS EN AORTA DE RATA

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica considerada un problema de
salud publica mundial, en nuestro pais es la tercera causa de muerte. Las plantas
medicinales juegar un pape! muy importante en el tratamiento de esta enfermedad
pues, de casi 880 plantas que se utilizan tradicionalmente en su fratamiento,
alrededor de 150 se encuentran en nuestro pais. En el modelo de muisculo liso
vascular in vifro puede maostrarse si un compuesio es capaz de bloquear los
canales de potasio sensibles a ATP de manera similar al mecanismo de accion de
las sulfonilureas (conocidos hipoglucemiantes orales} en las células B del
pancreas. El objetivo de este trabajo fue evaluar el papet como bloqueadores de
los canales de potasio sensibles a ATP de varias xantonas aisladas de
Calophyliurn brasifiense y sesquiterpenoides aislados de Psacalium decompositum
en el modelo de mascule liso de acria de rata. En el andlisis fitoquimico se
identificaron cinco xantonas y se sintetizd un derivado de C. brasifiense. Asimismo,
se identificaron dos sesquiterpencides {cacalol y cacalona) y se sintetizé un
derivado (acetato de cacalol) de P. decompositum. Se utilizaron anillos de 5 mm
de longitud de aorta de ratas macho Sprague-Drawley de 250-300 g. Los anillos se
montaron en camaras de organos aislados con solucién Ringer-Krebs-Bicarbonato
(RKB). Se mantuvieron oxigenados (5% CO,, 95% O). a 37 °C y pH 74. La
contraccion isomeétrica se registré en un poligrafo de Grass 7D. Los tejidos se
estabilizaron en la solucion RKB duranie 60 minutes con 2 g de fension y se
determind la viabifidad de los tejidos. Para observar si los compuestos
interactuaban con los canales de potasio se estimularon los tejidos con fenilefrina
hasta alcanzar una contraccion tonica sostenida, seguida de relajacion inducida
por diazoxido (abridor de los canales de potasio) adicionado de manera
acumulativa. Después, se incubé e! tejido con el compuesto a evaluar (107 0% y
10° M) durante 30 minutos y se repitid la estimulacion con fenilefrina vy ia
relajacion con diazéxido. Todos los compuestos se disolvieron en efanol/DMSO
(2.5:1) con una maxima concentracién final de DMSO menor al 0.1%. Como
control positivo se utilizo la glibenclamida (10° M). De los compuestos evaluados,
ninguna de las xantonas mostré actividad similar a la de la glibenclamida _Gy todas
causaron dafio funcional del tejido a concentraciones mayores de 10~ M. EI
cacalol y el acetato de cacalol tuvieron un efecto simitar al de la glibenclamida a
una concentracion de 10 M. Ademas, el cacalol y la cacalona ejercieron su efecto
de manera dependiente de Ia concentracién. En conclusion, se aislé una xantona
nunca antes reportada para Calophyllum brasiliense. Las xantonas preniladas de
Calophyflum brasifiense no bloguean los canales de potasio de la célula de
muasculo liso vascular, mientras que los sesquiterpencides de Psacalium
decompositum actian como bloqueadores de los canales de potasio de dichas
células. El cacalol y ¢l acetato de cacalol (10 M) actiian como blogueadores de
los canales de potasio dependientes de ATP de manera similar a la glibenclamida
(10 M). Posiblemente este es su mecanismo de accién como hipoglucemiantes .



ANTECEGENTES

Il. ANTECEDENTES

1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas y crdnicas que
se caracterizan por hiperglucemia como resuttado de defectos en la secrecion o
accion de la insufina o ambas con la consecuente alieracion en el metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos. A largo piazo se presentan darfio y falla de varios
organos, especialmente ojos, fifiones, nervios, corazon y vasos sanguinecs.
Clinicamente puede ser asintomatica o manifestarse como un cuadro agudo
{Committee Repori, 1997). Este padecimiento es considerade un problema de salud
piblica mundial; se estima que en 1994 habia 110.4 millones de diabéticos en el
mundo. En nuestro pais, cada 15 minutos muere una persona por diabetes. Después
de las enfermedades del corazén y de los tumores malignos, es 1a tercera causa de
muerte. Tan sélo en 1897 muriercn 36,000 mexicanos. La tasa de mortalidad debida
a ella ha aumentado de 8 muerles por cada 100,000 habitanies en 1960, a 22 en

1980, y a 39 en 1998 (hitp:/Mmww.ssa.gob.mx/dgeifvitales/cuadrod. html),

La diabetes se clasifica en cuatro clases: tipo 1, tipo 2, gestacional y ofros tipos.
£n el tipo 1, ocurre una destruccion de las células p del pancreas, usualmente con
tendencia a una deficiencia absoluta de insulina. El tipo 2 se caracteriza por un
defecto de secrecion y por resistencia a la insulina (Foster, 1994). En la diabetes
gestacional hay un grado de intolerancia a fa glucosa, la cual se inicia 0 se
manifiesta por primera vez durante ia gestacion. En lo que refiere a los otros tipos

de diabetes, puede estar asociada a defectos genéticos de la funcidn de las
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célutas B, defectos genédlicos en la accion de la insulina, enfermedades del
pancreas exocrino inducidas por farmacos o quimicos o algunas infecciones, o
bien, esta relacionada con sindromes genéticos o algunas formas raras mediadas

inmunoldgicamente (Committee Report, 1997).

Las causas de la DM tipo 1 y tipe 2 se encuentran a nivel genético. En la DM fipo 1
existe la prevalencia de ciertos antigenos de histocompatiblidad (HLA) {B-8, B-15,
B-18, DW-3, DW-4 y DRW-3), asi como la ausencia de otros (B-5, B-7, DW-2 y
DRW-2). Los primeros hacen susceptibles a las células f§ del pancreas al ataque
de diferentes virus y anticuerpos; mientras que los segundos HLA disminuyen fa
susceptibifidad. En ia DM tipo 2 e! caracter hereditario estd claramente
establecidg, ya que se han localizado los genes responsables de las alteraciones
moleculares de la insulina, de los receptores insulinicos y del transporte de ia
glucosa a través de la membrana celular, aunque alin no se describen (Alarcon,
1997}). En la diabetes gestacional se presenia un grado de intolerancia a la
glucosa debido a la elevacion del lactégeno placentario; en {a mayoria de los
casos, una vez que se iemina el embarazo, la glucosa regresa a sus valgres
normales (Foster, 1984). Entre un 10% a un 20% de ias pacientes con diabetes
gestacional persisten con alteraciones metabdlicas después dei parto y hasta un

50% se hacen diabéticas a largo ptazo (Alarcon, 1997).
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1.1 Tratamiento meédico
El tratamiento para la BM es de tres tipos: dieta y ejercicio, terapia de reemplazo con

insulina y el uso de agentes hipoglucemiantes orales (lvorra ef al, 1989),

Con una dieta adecuada se restablece y se mantiene en ef paciente diabético un
estado metabdlico normal. Una ingesta adecuada de carbohidratos hace
innecesario el uso de medicamentos hipoghicemiantes para algunos pacientes con
DM tipo 2 e incluso, se pueden mantener los niveles de glucosa nommales,
principalmente en los pacientes chesos. Una dieta adecuada reduce ios factores
de riesgo de las complicaciones vasculares de l[a DM. La dieta del paciente
diabéfico con peso normal debe ser acorde a sus necesidades energéticas. Dal 55
al 60% de las calorfas totales deben ser aportadas por carbohidratos, del 10 al
15% por proteinas y los lipidos no deben aportar mas del 30%. Con el gjercicio
fisico es posible metabolizar, aun en ausencia de insulina, las reservas de
glucogeno y grasa en &l organismo, asi como activar las funciones del pancreas
en cuanto a la secrecion de insulina de los pacientes con DM tipo 2. En un
paciente diabético, el ejercicio fisico aumenta considerablemente la utilizacidon de
la giucosa, de acidos érasos y de cuerpos cetbnicos circulantes en la sangre

(Alarcon, 1997).

{a terapia de reemplazo de insulina es el primer tratamiento para todos los
pacientes con DM tipo 1, para pacientes con DM tipo 2 no confrolada
adecuadamente por la dieta o por agentes hipoglucemiantes orales, para

pacientes postpancreatectomizados y en la diabetes gestacional. La insulina es
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critica para el manejo de la cetoacidosis diabética y tiene un papel importante en
el tratamiento de la hiperglucemia, coma no cetdnico y en el maneje preoperativo
de pacientes con DM fipo 1 y tipo 2. En todos los casos, el objetivo del tratamiento
es mantener en niveles normales la giucosa sanguinea y todos los aspectos del
metabolismo. La administracion subcutanea de la insulina difiere de la secrecion
fisiolégica en al menos dos cosas: la cinecis no imia el rapido aumento y
declinacién normal de la secrecidn de insulina en respuesta a la ingestion de
nutrientes, y la insulina se difunde dentro de la circulacidn periférica en vez de

realizarse dentro de la circulacion porta (Davis y Granner, 1898).

Los agentes hipoglucemiantes orales son farmacos que tienen la finalidad de
incrementar {a produccion de insulina o sensibilizar los tejdos a su accién. Existen
ofros farmacos que actdan limitando la accidn de algunas enzimas activas en el
paciente diabético, estabilizando el metabolismo, o bien, inhibiendo aguelias que
afectan la accion hidrolitica del aimidén en el intesfino, logrando una disminucion
de la absorcion de la glucosa (Foster, 1994). Los principales hipoglucemiantes
orales son la metforming, la acarbosa, las tiazolidinedionas, la repaglinida, la

nateglinida y las sulfonilureas (Islas et al.,, 2001).

La metformina y las tiazolidinedionas reducen los niveles de glucosa
incrementando la sensibilidad hepdtica y periférica (principalmente muscular) a la
accion de la insuiina. La acarbosa es un inhibidor de alfa-glucosidasas, retarda los
procesos de digestion y absorcion de carbohidratos {y por o tanio de glucosa)

permitiendo que las células § aumenten la produccion de insulina en respuesta a



ANTECEDENTES

la gran cantidad de glucosa plasmatica. La repagiinida estimula ia secrecion de
insulina por medio de dos y posiblemente tres receptores en las células B. La
nateglinida actia restaurando tempranamente la secrecidn de insufina,
previniendo las variaciones excesivas de glucosa antes de que ocurran (Islas ef

al., 2001).

Las sulfonilureas causan hipoglucemia estimulando 1a secrecion de insulina en las
células B del pancreas. Se dividen en dos grupes o generaciones: la primera
generacion incluye a la tolbutamida, la acetohexamida y la clorpropamida, y en la
segunda generacion encontramos a ia glibeaclamida, la glipizida v ta glicazida. Las
drogas de la segunda generacién son mas potentes que las de la primera (Davis y
Granner, 1986). Las suffonilureas ini(I:ian su accion uniéndose a receptores de las
células B del pancreas, cemando los canales de K' sensibles a ATP, lo que
conduce a una disminucion del flujo de potasio y despolarizacion de la membrana.
Ello produce un aumento del flujo de calcio dentro de ia propia céiula B, se activa
entonces el citoesqueleto y ocasiona translocasion de los granulos secretores a la

superficie celular y exocitosis de la insulina (Islas ef al, 2001).

2. Medicina tradicional en México
La DM es una enfermedad conocida desde la antigliedad; su nombre deriva de los
téminos: diabetes o “pasar a {ravés’, gue se refiere al hecho de que ¢l diabético

orina en gran cantidad (como si €l agua lo atravesara con rapidez); mellitus o “con
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gusto a miel’, se refiere al sabor dulce de l2 orina por el elevado contenido de aziicar

(Rahman y Zaman, 1989).

Desde tiempos inmemoriales, los pacienies con DM han sido tratados con una
gran variedad de extractos de plantas por via oral, lo que constitiye parte de la
medicina tradicional. Dentro de la informacion  etnobotanica se tiene un
conocimienio de cerca de 880 plantes para frater iz DM, de las cuales,
aproximadamente 150 existen en México (Alarcon-Aguilar et al, 1998). Entre las
plantas mas utilizadas se encuentran: ajo (Afium sativum), alfaifa (Medicago
sativa), bermo (Nasturtium officinale), cebolla (Alfium cepa), coyol (Acraconia
mexican), damiana (Tumera diffusa), doradilla {Cefarach officinalis), eucalipto
(Eucalyptus -glabolus), fenogreco (Trigonefla foenum-frascum), guarumbo
(Cecropia obtusifolia), lechuga (Lactuca sativa), limén (Citrus fimonum), matarique
{(Psacaliumt  decompositurm), romero (Rosmarinus  officinalis), tomate
(Lycopersicum esculentum) y tronadora (Tecoma stans) (Garcia Rivas, 1982). De
esta gran cantidad de plantas solamente una pequefia proporcion ha sido

estudiada {Cuadro 1).

Debido a la escasez de estudios en esta drea, en muchos casos se desconoce el
o los mecanismos de accion por los que las plantas disminuyen los niveles de
glucosa en sangre. En algunos casos pueden actuar sobre las células § del
pancreas y estimular la secrecidn de la insulina; en este caso requieren un minimo

de células para ejercer su accion. En otros casos inhiben las células o o factores
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NOMBRE CIENTIFICO | FAMILIA NOMBRE COMUN PARTE UTILIZADA Y
| PREFPARACION
Acourlia thurber Asteraceae Matzngue infusién deraiz
Bauhinia divaricafa Fabaceae Pezufig de vaca Infusion de hojas
Bidens prioso Asteraceae Aceitifiz Infusidén de ia planta
completa
Buddiefa americana Loganiaceae Tepozan Infusion de hojas
[E%a zacatechichi Asteraceae ’—ﬁodlgiosa infusion de tallo, hojas
y raiz
Cecropia obfusiolia Cecropiaceze Guarumbo infusién de hojas
Coix lachryma Poaceas Lagrimas de San Pedro | Infusién de tafio, hojas
y raiz
Coutarea fatifiora Ribiaceae Campanilla infusidbn de la planta
completa
Crataegus pubsscens | Rosaceas Tejocote Infusion de ralz
Cynodon dactylon Poaceae Grama infusién de tallo, hojas
y 13iz
Eripbotrya japonica Rosaceae Nispero infusién de hojas
Euphorbia prostata Euphorbiaceae Golondrina infusién de [ planta
completa
Gugiacum coulferi Zygophyllaceae Guayacan Infusion de tallo
Guazuma uimifolia Sterculiaceae Guacima 1 Infusién de hojas
Lepechinia caulescens | Lamiaceae Salvia Infusion de flores
Marrubjum vuigare Lamiaceae Mairubio Infusién de tallo, raiz y
hojas
Musa sapientum Musaceae Ptatano Infusion  de  flores
frascas
Psacalium Asteraceae Matarique Infusion de ralz
decompositum
Psacalium peltatum Asteraceae Matarique infusion de ralz
Psittacanthus Loranthaceae Muérdago Infusion de tallo, hojas
calyculatus y flores
Rhizophora mangle Rhizophoraceae Mangie rojo Infusion de los tallos
Salpianthus arenarius _ | Nyctaginaceae Catarinita infusion de flores
Salpianthus Nyctaginaceae Catarinilla Infusion de tallo y hojas
macrodonihus
Solanum verbasifolum | Solanaceae Matabar infusitn de {allo y hojas
Tecoma sfans Bighoniaceae Tranadora Infusicn de talio y hojas
Teucrium cupense Lamiaceae rimonia Infusidn de tallo y hojas
Toumefortia Boraginaceae Lagrimas de San Pedro | Infusion de fallo
hirsutissina X
Trigonella foenum- | Fabaceae Paracata Infusidn de hojas
graceum
Turnera diffusa Tumeraceae Damiana Infusidn de hojas

Cuadro 1. Plantas mexicanas con actividad hipoglucemiante demostrada
experimentaimente.
{Alarcén-Aguilar, 1997, 1998;Pérez , 1984;Roman-Ramos, 1991, 1992a y

1992b)
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hiperglucémicos, y en otras pueden mejorar el efecto de la insulina vy la adrenalina,
Otras actian modificando el metabolismo de la glucosa, inhibiendo la sintesis de
la glucosa-6-fosfato  fosfatasa,  ia fructosa difosfatasa, la piruvato carboxilasa o
fosfofenol piruvato carboxilasa y estimulando ia sintesis de glucocinasas. Por
uitimo, algunos producios corrigen las complicaciones de la diabetes (Rahman y
Zaman, 1889; lvorra ef al, 1988). La importancia de conocer el mecanismo por el
cual disminuyen los niveles de glucosa en sangre radica en que muchos
compuestos pueden ser agentes hepatotaxicos y pueden influir en la actividad de
algunas enzimas hepaticas refacionadas con la gluconeogénesis y al momento de

estudiarlas pueden dar un faiso-positivo como resultado (Ivarra ef a/. 1988).

En México, la gente que sufre diabetes ha utilizado preparaciones hechas a partir
de plantas tradicicnales {Cuadro 1 y 2) bebiendo un vaso de la infusién o un vaso
del jugo (ya sean las hojas, tallos o el fruto) antes de cada comida tres veces al
dia para obtener un efecto hipogiucemiante durante las 5 6 6 horas posteriores
{Romén-Ramos et al.,, 1991). Algunas de estas plantas utilizadas por la poblacion
son comestibles (Cuadro 2}, por lo que conjuntan dos factores muy importantes en
el fratamiento de la enfermedad: ser parte de una buena dieta y tener efecto

hipogltuciemiante.

Entre las plantas comestibles que se ha demostrado experimentalmente que si
disminuyen los niveles de glucosa en sangre se encuentra el pepino (Cucumis
safivus), el chilacayote (Cucurbita ficifolia), el comino (Cuminum cyminum), el

nopal {(Opunfia sireptacantha), el frijol (Phaseolus vulgaris) y la espinaca
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(Spinacea oleracea). Un paciente diabético debe implementar un régimen
alimenticio utifizando planias comestbles y de esta manera mejora su dieta y

cantrola, en parte, {a enfermedad.

NOMBRE CIENTIFICO | FAMILIA NOMBRE COMUN PARTE UTHIZADA Y
PREPARACION

Cuminum cyminum Apiaceae Comino Infusion de las semillas

Cucumis sativus Cucurbitaceae Peping Jugo del fnrto

Cucurbia ficifolia Cucurbitaceae - | Chilacayote Jugo del frute

QOpuntia streptacantha | Cactaceae Nopat Jugo del talle

Phaseolys vulgaris Fabaceae frijol infusién de la vaina

Spinaces oleracea Chenopodiaceas Espinaca Jugo de las hojas

Cuadro 2. Plantas mexicanas comestibles con actividad hipoglucemiante
demostrada experimentaimente {(Roman-Ramos, 1995).
Se piensa que un pacienie con este control reduce potencialmente la dosis de los
agentes hipoglucemiantes que ingiere, inclusive pacientes con una diabetes ieve
no insulino-dependientes evitaran el uso de dichos agentes. Algunas de la razones
que apoyan el uso de plantas comestibles es debido a que los agentes
hipoglucemiantes sintéticos pueden tener setios efectos secundarios, incluyendo
reacciones hematologicas, cardiovasculares vy  gastrointestinales, coma
hipoglucémico y dafios en piel e higado; ademas, su uso no es recomendable
durante el embarazo. Las plantas no comestibles utilizadas como’ antidiabéticos
pueden fener las mismas limitaciones, lo cual no acurriria con ias plantas

comestibles (Roman-Ramos ef al, 1995).
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2.1 Metabholitos secundarios con efecto hipoglucemiante

Los metabolitos secundarios son constituyentes de las plantas con un papel
metabdlico desconocido, aunque se ha postulado que pariicipan en los mecanismos
de defensa del tipo quimico. Existen més de 200 reportes de compuesios puros de
origen vegetal que tienen actividad hipoglucemiante, De las plantas que provienen
tales compuestos, el 16% son utiizadas tradicionalmente contra {a diabetes,
mientras que el 62% son plantas sin un antecedente previc. La gran diversidad
estructural de estas sustancias explica la gran variedad de mecanismos que deben
estar involucrados en el descenso del nivel de azicar en sangre (Cuadro 3). Algunos
de estos compuestos tal vez tengan un gran potencial terapéutico, mientras que
otros tal vez produzcan hipoglucemia como un efecto colateral de su citotoxicidad,

especialmente los gue san hepatotdxicos (Marles y Famsworth, 1994).

Clase quimica # Activos Clase guimica # Activos
Alcaloides ki:] Péptidos y aminas 15
Carbohidratos 66 Fenoles simples 4
Cumarinas 4 Fenllpropanoides 1
Glicosidos 1 Esteroides 7
cianogénicos
Flavonoides 7 Estlbenos 1
Glicopéptidos 26 Compuestos 2

. suffurados
Sales Inorgénicas 3 Tetpenocides 17
Iridoides 4 Vitaminas 2
Lipidos ] Xantonas 2

Cuadro 3. Productos Naturales hipoglucemiantes
(Modificado con base en Marles y Farnsworth, 1994).

En este trabajo s estudiaron compuestos aislados de dos plantas: Calophyllum

brasiliense (Clusiaceae) y Psacalium decomposifum (Asteraceae).
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2.1.1 Xantonas de Calophylium brasiliense Cambess

Arbol tropical de hasta 50 m de alfura pertenéciente a la familia Clusiaceae. Se
distribuye en la vertiente del Goffo desde el sur de Veracruz hasta Quintana Roo y en
la vertiente del Pacifico desde Nayarit hasta Chiapas. Es apreciado principalmente
por su madera de gran calidad. La corleza exhuda laiex amarillo, hojas coridceas,
elipticas o eliptico-oblongas, agudas en ambas exiremidades con nervaduras
numerosas y paralelas; flores blancas, aromaticas de 8 mm.; estambres 7-12; fruto

globoso de 2-4 cm. (Martinez, 1994).

En México es conocido cominmente como bari u oct El aceite extraido de las
semillas se utiliza para curar enfermedades cutaneas, ademas al latex se le
atribuyen propiedades medicinales (Ortega et af., 1891). En 13 Siera de Atoyac,
Guerrero, el t& elaborado con la corteza se da de beber a las pariurentas durante
nueve dias para que les limpie la matriz (Sofo ¥ Sousa, 1995). En Colombia fa
gente del campo obtiene un aceite de fres especies C. brasifiense {(“arbol de
aceite”), C. fucidum (“palo de aceite”) y C. marise ("aceite de Maria"), el cual
extraen realizando una incisién en la corteza, lo dejan espesar al aire y es utilizado
como “vulnerario”. Ademas de que de las incisiones hechas en la corteza brota un
latex amarillo empleado como tépico por la gente del campo para cicatrizar el
ombligo de los recién nacidos, principalmente cuando éste tiene tendencia a no

secar {Garcia Barriga, 1992).

En Brasil esta especie es conocida como “guanandi” y la infusi6n de ia corteza es

un remedio poputar para el tratamiento del reumatismo, de las vérices y de las
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Ulceras cronicas. Experimentalmente solo se ha evaluado una fracciéon de
diclorometano de la corteza, en la cual no se aislaron compuestos pero se sabe
que es nca en xantonas y flavonoides. Evaluaron ia fraccion de C. brasiliense en
ratas y ratones administrandoio por via oral y observaron que inhibio el desarrollo
de lesiones gastncas, seflalando que dicha fraccidn posee propiedades
antisecretoras, antiulcerosas y citoprotectoras. En este estudio se concluyd que
esta fraccidn brinda proteccion gastrointestinal contra lesiones inducidas por

etanol, indometacina y por ei estrés (Sartori ef af., 18989).

El estudic fitoquimico del género Calophyllum es bastante diverso e incluye
xantonas, flavonoides, biflavoncides. neoflavonocides, terpenos, friterpenos,

esteroides y cumarinas (Shaiq ef al., 1999; Cao ef al., 1998).

Las xantonas aisladas pueden ser clasificadas dentro de cinco grandes grupos:1)
Xantonas oxigenadas simples, 2) Xantonas glicosiladas., 3) Xantonas prenitadas, 4)
Xantonolignoides v 5) Misceldneo. En fa familia de las Clusiaceae las xanionas
preniladas son las mas frecuentes y las que se encuentran en mayor distribucién
(Peres ef al., 1997, Bennet ef al,, 1989). En el caso de C. brasiliense proveniente de

Mexico, del duramen se han aislado diversas xantonas preniladas (Figura 1).
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|O OH 0 OH
4008 o0&
HO © © 0 OMe
OH I* OH H

Figura 1. Xantonas aisladas del duramen de C. brasiliense {Chiapas, México).
S-desoxijacareubeina (I}, 1,5-dihidroxi-2-(3,3-dimetilalil)-3-metoxixantona {}l),
Jacargubeina (IH), 1,3,5-trihidroxi-2-{3,3-dimetilalil}-xantona (IV),
1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetitalil)-xantona {V), 1-hidroxi,3,5,6-trimetoxi-2-
2(3,3-dimetil)-xantona (Vm) y 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-hidroxi-3-3metilbutil)-
xantona (V) (Reyes et al, 1997; Ref X V1)).

*Xantonas y derivados obtenidos en este trabajo.
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Las xantonas han desperiado gran interés por sus propiedades farmacolégicas,
aungue no se han introducido en la medicina clinica, muchas de ellas, junio con
sus derivados quimicos, han demostrado una fuerte y variada actividad bioldgica.
Algunas xantonas sintéticas han sido probadas clinicamente contra el asma y los
broncoespasmos y han mostrado actividad antialérgica. QOiras poseen una gran
actividad citotoxica, ya que en estudios /n vitro han inhibido la proliferacién de
lineas celulares tumorales de colon, seno y leucemia. La mangiferina ha mostrado
una actividad anti-inflamatoria, antihepatotdxica y antiviral (contra el virus del
herpes) (Bala et al, 1990). Otras xantonas han mostrado actividad antidepresiva,
ya que inf}iben a la enzima monoamino oxidasa (MAQ), ia cual esta relacionada
con el mal de Parkinson, depresion, ansiedad y demencia senil, cuando hay
alteraciones en la concentracidn (Hostettamann y Lea, 1987). Las xantonas
aisladas de Calophyflum inophyllum produjeron estimulacion y depresion del

sisfema Nerviaso Central (SNC) en ratones y ratas (Bala et al., 1990).

A 1z fecha, no existen estudios farmacoldgicos de las xantonas preniladas aisladas
de C. brasifiense (Figura 1), sin embargo se sabe que inhiben el crecimiento

micelial del hongo xiléfago Lenzites trabea (Reyes-Chilpa et af, 1997).

A. Xantonas con actividad hipoglucemiante

Hasta la fecha solamente se han descrito dos xantonas, ambas de origen natural,
con actividad hipoglucemiante (Figura 2). Ambas se aislaron de hierbas utilizadas
en Jap6n para males estomacales. En 1990, Bala Bajpai ef al, comunicaron que el

compuesto activo de la planta Swertia chiyanta (Gentinaceae), era la 1,8-dihidroxi-
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4 8-dimetoxixantona. Este compuestc nombrado frivialmente como swerchirina,
mostrd actividad hipoglucemiante en ratas con una hiperglucemia temporal a ias
cuales solamente se les administré un 10% de su peso de glucosa media hora

después de ser tratadas con fa xantona por via oral (Bala ef al., 1990}.

En 1994, Basnet ef al aislaron cinco xanionas de la hierba Swerfia japonica
{Gentinaceae), de las cuales dos, la 1,4,8-trihidroxi-5-metoxixantona y fa 1.8-
dihidroxi-4,6-dimetoxixantona (Figura 2), mostraron una gran actividad
hipoglucemiante en ratas diabetizadas con streptozotocina. Estos autores
concluyeron gue la posicidn de los substituyentes en el esqueleto de las xantonas
tiene un papel muy importante en ia actividad hipoglucémica, ya que Gnicamente
fueron activas ias xantonas sustituidas con grupos hidrdxilo o metdxilo en posicion

para del aniiio B (Basnet ef al., 1994).

Figura 2. Xantonas con actividad hipoglucemiante: 1,4,8-trihidroxi-5-

metoxixantona (I) y 1,8-dihidroxi-4,6-dimetoxixantona (li).

Al examinar la actividad de la 1,8-dihidroxi-3,5-dimetoxixantona observaron que

tiene una actividad mayor comparada con la tolbutamida, ya que. esta redujo los
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niveles de glucosa en un 33%, mientras la xantona los disminuyd en un 41%.
Ademas de que la actividad de la swerchirina se manifestéd una hora después de
su adminisiracion por via oral y su accidn confinud duranie las 24 horas
siguientes, lo que anterior sugiere que si se utilizard fa xantona como un agenie

hipoglucemiante oral, la dosis administrada seria mucho menor (Bala et al., 1990).

2.1.2 Sesquiterpenoides de Psacalium decompositum A. Gray

Hierba silvestre de 1 m de altura originaria de México, habita en clima semiseco en
el nerte del pais, principalmente en Chihuahua, Tiene iallos casi fefiosos y con
pelilios. Las hojas estan divididas y miden hasta 40 cm de largo. Sus flores son

blancas y estan agrupadas en cabezuelas (Argueta Villarmar ef al., 1994).

Se conoce cominmente en México como matarique o mataticue. Se emplea en
padecimientos reumaticos, diabetes y para el dolor hepatico. Asimismo se utiliza
cuando hay dolor por colicos o de rifidn, o como remedio contra los resfrios.
También se utiliza en la angina en heridas, neuralgias y Glceras. En México y
sureste de los Estados Unidos se utiliza ampliamente como remedio para la

diabetes (Argueta Villamar et af.,, 1994).

Se ha demostrado que los extractos acuoso y el metandlico de ia raiz tienen
actividad hipoglucemiante (Roman et al., 1992). La raiz es un 6érgano abundante
en sesquiterpenos, entre los que se han aislado e identificado el cacalol, la
cacalona, la maturina, la maturinona y ia maturona (Figura 3) (Alarcdn-Aguilar ef

al, 2000).
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En 1988, Inman ef al desarrcitaron una patente en la cual protegieron las
aplicaciones de furanoeremofilanos y sesquiterpenos furanceremofilanos en el
tratamiento de la diabetes mellitus. Dichos autores describen las propiedades de ia
epicacalona, cacalona, cacalol y dimaturina como agentes hipoglucemiantes,
puesto que observaron que dichos compuestos administrados por via oral reducen
significativamente los niveles de glucosa en plasma en un mddelo de ratones
genéticamente diabéticos y obesos C578L-64 ob/kb (Inman ef al, 1998). Mas
adelante este grupo reportd que el cacalol tenia actividad hipoglucemiante junto

con otros dos nuevos eremofilandiidos (Inman et al, 1999).

OH OCOMe

Cacalol Acetato de Cacalod

OH

Cacalona M aturina

Figura 3. Sesquiterpenoides de Psacalium decompositum.
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Alarcon-Aguilar ef al, reportaron que el extracio acuoso reduce la glucosa
sanguinea significativamente en una forma dosis-dependiente en ratones
normales después de administrario intrapefifonealmente. Sin embargo, al probar
los sesquiterpenoides mayoritarios de la raiz (cacalol, cacalona y maturina) vy el
producto fransformado del cacalol (acetato de cacalol) observaron que éstos no
mostraron efecto hipoglucemiante al inyectado intraperifonialmente en ratones
sanos (Alarcon-Aguitar ef af, 2000a, 2000b). Es probable que los resultados

contradictorios se deban a que cada grupo utilizé un modelo diferente.

3. Modelo de misculo liso vascular para evaluar compuestos
hipogluemiantes (bloqueadores de canales de potasio) -

El misculo liso ha sido un excelente modelo para probar el efecto farmacoldgico

de diferentes compuestos pues muestra una amplia gama de respuestas

fisiolégicas. Se ha utilizado en la bisqueda de farmacos Gtiles en el tratamienio de

enfermedades como alergias, asma e hipertension (Edwards y Weston, 1985).

En las células de masculo liso vascular, el canal de potasio sensible a ATP es
importante en el control del tono vascular. La apertura de los canales de potasio
sensibles a ATP da como resultado hiperpolarizacién de la membrana piasmatica
y, en consecuencia, vasodilatacion del miuscuio liso vascular. Los canales de
potasio sensibles a ATP son el blanco de dos importantes clases de farmacos: las
sulfonilureas antidiabéticas como gfibenclamida, que bloquean los canales, y una

serie de vasorelajantes denominados “abridores de los canales de potasio”, los
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cuales tienden a mantener abierios los canales de potasio y relajan el masculo liso
precontraido por varios espasmoégenos. Enfre los abridores de los canales de
potasio dependientes de ATP se encuentran cromakalim, pinacidil y diazdxido

{Edwards y Weston, 1995),

Como resultado de los anteriores hallazgos, en el modelo de misculo liso vascular
in vitro se puede mostrar si un compuesto con actividad hipoglucemiante ejerce su
efecto a través de un mecanismo similar a las sulfonilureas, ya que bloguearia los
canales de K' de las células de musculo fiso vascular inhibiende la vasoditatacion

inducida por un abridor de canales de potasio.

20
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[li. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los trabajos fitoquimico-farmacologicos tienen un gran valor en la busqueda de
agentes hipoglucemiantes, por que la identificacién de la o fas sustancia activas de
las plantas con propiedades antidiabéticas pueden lievar a la elaboracién de
farmacos con la misma o mayor eficacia que las drogas existentes (Roman-Ramos
ef al, 1992a). También pemniten establecer si los remedios populares tienen un

sustento cientifico.

A la fecha se han descrito dos xantonas simples de origen vegetal con actividad
hipoglucemiante. Tomando en cuenta que las xantonas preniladas son metabolitos
muy abundantes y faciles de extraer dentro def bari, se propuso evaluarias en el

modelo de musculo liso.

Aunque se han llevado a cabo diferentes bioensayos con los sesquiterpenoides de
Psacalium decompositum, se desconoce el mecanismo de accion de los mismos.
Congiderando la importancia del uso popular de! matarique como planta
antidiabética, en este proyecto planieamos estudiar un posible mecanismo de
accion del cacalol, cacalona y acetato de cacalol como agentes hipoglucemiantes,

empleando el modelo de misculo liso vascular.
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IV. HIPOTESIS
Las xantonas de Calophyllum brasiliense y los sesquiterpenocides de Psacalium
decompositurn bloquean los canales de potasic de la célula de miscuio fiso

vascular.

V. OBJETIVOS

1. Aislar las xantonas preniladas de Calopfiylium brasifiense.

2. Evaluar la citotoxicidad o dafio funcional de las xantonas de C. brasifiense y
de los sesquiterpenoides de Psacalium decompasitum en el modelo de
musculo liso vascular.

3. Evaluar la accidn como blogueadores de canales de potasio de las

xantonas y de los sesquiterpenoides en el modelo de musculo liso vascular.
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Vi. METOROLOGIA

1. Obtencion de las xantonas

La madera de Calophyllum brasiliense se comprd en “Maderas Tulum, S.A. de
CV." en abril de 1989. Su determinacion se realizd por comparacion en
cromatografia en capa fina con una muestra auténtica de C. brasiliense colectada
en la selva Lacandona, Chiapas. Los ejemplares de respaldo estan depositados

en ef Herbario del Instituto de Ecologia A.C. de Xalapa (XAL).

Se realizd un extracto con 3,660 g de viruta de C. brasiliense en un extractor de
flujo continuc con 21 litros de una mezcla de acetona-metanol (2:1) durante 3
horas a 100 °C. El extracto se concentrd al vacio en un rotavapor, cbteniéndose

un peso sece de 192.14 g con un rendimiento det 5.25%.

Se tomaron 100 g del extracto, se preabsorbiercn en celita y se colocaron en una
columna de vidrio empacada con 300 g de gel de silice (Merck). Se obtuvieron 119
fracciones de 400 mi las cuales fueron eluidas al vacio con hexano y acetato de
etilo, y con mezcias de estos disolventes. Estas fracciones se concentraron al
vacio en un rotavapar. La fraccion 17 a la 21 precipitd esponténeamente un solido
de color amarilo embebido en aceite. Ei sélido se lavé con hexano, obteniéndose
aproximadamente 500 mg de 6-desoxijacareubina (l). Su estructura se demostré
por medio de un andlisis espectroscépico de resonancia magnética nuclear

protonica (RMNP) de 200 MHz.
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Las fracciones 56 a la 109 (11.65 g} se preabsorbieron con celita y se colocaron
en una columna de vidrio empacada con 120 g de ge! de siiice (Merck) para capa
fina (silica get 60, tamafic de particula 0.063-0.200 mm, 70-230 malias). La
columna se eluyd con hexano y acetato de etilo. Se obtuvieron 157 fracciones de
160 mi 1as cuales se concentraron al vacio en un rotavapor. De la fraccién 15 a fa
18 se obtuvieron cristales amarillos cuadrangulares peguefios los cuales se
identificaron por RMNP de 200 MHz como Jacareubeina (IH) (80O wmg). Su
estructura se corroberod por difraccion de rayos X. La fraccién 77 a la 106 precipitd
espontaneamente un sdlido amarilio (2 g} el cual se identifico por RMNP {200

MHz) como Ia 1,3,5 6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil}-xantona (V).

Las fracciones 107-126 produjeron 1.02 g, de ios cuales se aplicaron 150 mg
disueltos en MeOH en una cromatoplaca de silica gel de 2 mm de espesor
(Merck). Se eluyd tres veces con una mezcla de diclorometano-metanol (95:5). Se
recuperaron 16 mg de un polvo café el cual se identificd como 2-{3-hidroxi-3-
metilbutif)- 1,3,5,6-tetrahidroxixantona (V1). Su estructura se deteminé por medio

de RMNP de 200 MHz.

1.1 Metilacion de Ia1,3,5,6-tetrahidroxi-243,3-dimetilatil}-xantona

Del compuesto V se tomaron 210 mg para metilado con 1 mi de suifato de
dimetilo y 200 mg de bicarbonato de potasio. La reaccion se mantuvo en agitacion
consiante y a temperatura ambiente por 24 horas. De esta reaccién se obtuvo un
stlido el cual se sometid a cromatografia en columna con silica gel {Merck). Se

obtuvieron 13 fracciones de 50 ml las cuales fueron eluidas con una mezcla de
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hexano-diclorometano (8:2). De las fracciones 5 a la 11 se obiuvo el derivado
trimetilado de ia xantona V. Su estructura se determind por medio de RMNP de

200 MHz.

2. Obtencién de los sesquiterpenocides
Los sesquiterpenoides: cacalol, acetato de cacalol y cacalona se obtuvieron en el

instituto de Quimica, UNAM.

3. Pruebas farmacolégicas

3.1 Procedimientos generaies

Se utilizaron ratas macho Sprague-Drawley, con un peso cotporal entre 250-300 g.
Las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical, se aislo inmediatamente la aorta
tordcica descendente y se removio el tejido conectivo y adiposo. De cada aorta se
cortaron cuatro segmenfos en forma de aniffo, aproximadamente de 5§ mm de
longitud, los cuales se montaron: en un bafio de drgancs con 5 ml de solucion
Ringer Krebs-Bicarbonato (RKB) cuya composicion en milimoles es: NaCl 118.4;
KCi 4.7, CaCly 1.8; NaHCO; 25; KH.P0O, 1.2; MgS80, 1.2 y glucosa 11.5. Los
tejidos se mantuvieron a 37 °C y fa soiucidn se burbujeo con una mezcla de 95:5

O/CO3, manteniéndola a pH de 7 4.

Los anillos adrticos se montaron en el bafio de drganhos por medio de dos ganchos
de acero inaxidable, los cuales se insertaron dentro del lumen. Un gancho se fijé a
la base del bafio y el otro se uni$ a un transductor FT03 para medir la contraccién

isomeétrica en un poligrafo de Grass 7D. Los tejidos se estabilizaron en la solucién
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RKB durante 60 minutos {renovandola cada 15 minuios) y se sometieron a una
tension de 2 g. La viabilidad de! tejido se establecid estimulandclo con una
solucién despolarizante de KCI 60 mM {preparada como el KRB por substitucion
equimoiar del NaCi por KCI); solamente se utilizaron los tejidos que presentaron
dos respuestas de contraccion similares a KC} antes de iniciar los protocolos

experimentales especificos.

3.2 Prueba de citotoxicidad

Para poder conocer el efecto citotaxico de las xantonas de C. brasiliense y de los
sesquiterpencides de P. decomposifum sobre el mascuio liso vascular aistado de
rata, tras obtener las dos respuestas maximas a KCI 60 mM, y una vez que el
tejido se encontrd en la basal, se incubd el tejido con cada una de las xantonas y
los sesquiterpenoides durante treinta minutos (107 M, 10° M 6 10° M). Después
se realizé otro estimulo con KClI 60 mM para comparar la respuesta con la
cbtenida antes de la incubacién con el compuesto. Las xantonas se disolvieron en
DMSOQ y los sesquiterpenoides en etanol/DMSO (2.5:1). La concentracion final de
DMSO en el bafio de drganos fue (0.6% para las xantonas y 0.1 % para los
sesquiterpenoides. No se pudo utilizar una concentracion menor de DI'U;ISO con las
xantonas debido a problemas de solubilidad. Como control se utilizé DMSO para

las xantonas y etanol/DMSO (2.5:1) para los sesquiterpenoides.

3.3 Prueba de actividad como blogueadores de canales de potasio
Después de obtener tas dos respuestas con KCI 60 mM y que el tefido realcanzd su

linea basal, se estimulé con fenilefrina (previamente se ha determinado en el
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laboratorio que una concentracion de 108 M causa aproximadamente 80% de la
contraccion maxima)} hasta alcanzar una contraccion i6nica sostenida. Después se
adiciond diazéxido de una forma acumulativa (10° M, 1.8X10° M, 3.2X10° M,
58X10° M y 10 M) en el bafio de 6rganos, en incrementos logaritmicos medios
para relajar el tejido. Cada dosis se agregd cuando se observd una maseta a la dosis
previa adicionada. Cuando se alcanzd una maxima relajacion, se lavaron los tejidos
repetidamente para recuperar la linea basal. Una vez que el tejido se encontré en la
basal, se incubé con el compuesto a probar a la concentracion deseada durante
treinta minutos; como control positivo se utilizé glibenclamida 10° M. Después de fa
incubacion, se repitid la estimulacion con fenilefrina y la relajacion con diazdxido. El
diazéxido y 1a glibenclamida se disolvieron en etanol/DMSO {2.5:1) con una maxima
concentracion de DMSO en el bafio de drganos menor a 0.1% la cual no afecta en

la contractilidad del tejido. Como control se utilizo etanol/DMSO (2.5:1).

4. Andlisis de datos

Los efectos del diazoxido sobre la relajacion se expresaron como un porcentaje de ia
inhibicion de fa contraccion inducida por fenilefrina. Los valores corresponden al
promedio + error esténdar‘. Las concentraciones inhibitorias 5¢  (Cls} v las
respuestas maximas (Rmax) se calcularon con el programa Sigma Plot version 4.01
1986-1897 SPSS Inc. La evaluacion estadistica se realizd por andlisis de varianza y
prueba de Bonferroni para comparacion miltiple. Para las pruebas estadisticas se

utilizd el programa GraphPAD instat versidn 1990, versién 1.12a.
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VIl. RESULTADOS

1. Xantonas

Se obfuvieron seis compuestos del extracic acetona-metanol de Calophyilium
brasifiense, cinco del tipo de las xantonas y un triterpeno (Tabla 1). La xantona IV no

se obtuvo pura, sino mezclada con la xantona Il

La mayoria de las xantonas aisladas han sido previamente obtenidos del duramen
de C. brasiliense (Reyes-Chilpa ef af., 1997). La muestra de madera que se analizd
carecia de la 1,5-dihidrixi-2-(3,3-dimetilali)-3-metoxixantona (xantona Il}. Asimismo,
se aislé una xantona que no se habia encontrado anteriocrmente en esta especie,
pero gque habfa sido reportado previamente para otras especies de Calophylium sp

(xantona Vi -Goh y Jantan, 1991) (Apendice).

Tabla 1. Compuestos aislados y derivados del extracto acetona-metanol
de Calophyllum brasiliense.

Nombre del compuesto Tipo de compuesto

B-sitosterol Triterpeno
B-desoxijacareubina (1) Xantona
Jacareubeina (i) Xantona
Mezcla de xantona Ill y 1,3,5-trihidroxi-2- Xantona

(3,3-dimetilalif}-xantona (IV}
1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3,3-dimetilalil}-xantona  Xantona

M)

1-hidroxi,3,5,8-trimetoxi-2-(3, 3-dimetiialil)- Xantona
xantona {(Vm)
1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutit) Xantona
xantona (V)
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2. Pruebas de citotoxicidad o dafio funcionat

Antes de Hlevar a cabo los estudios farmacoldgicos, ios anillos adrticos se
expusieron a los fitocompuestos para establecer si éstos causaban algan dafio
funcional, evaluando fa magnitud de la concentracién inducida por KCI1 60 mM. Las
xantonas se probaron a tres concenfraciones: 10° M, 10° My 107 M. A Ia
concentracion de 10° M, la respuesta a KCI se inhibio 50%. Sélo la xantona V
produjo un dafic mayor al 20% a la concentracién 10° M. Ya que a la
concentracion de 10 M el tejido permanecio viable en presencia de la mayoria de
las xantonas, ésta fue la concentracidn que se escogid para evaluar su papel
como bloqueadores de los canales de potasio. Los sesquiterpencides fueron
totalmente inocuos a las concentraciones 10° y 10°° M. &1 cacalot sélo se ensayd
farmacolégicamente a 10° y 10° M ya que la concentracion de 10™ M afectd la
funcionaiidad del tejido: el dafio funcional inducido por cacalol fue dependiente de
la concentracion, ya que disminuyo al reducir {a concentracion de cacalol en el

bafio de drganos.

3. Efecto de las xantonas sobre la relajacién inducida por diazéxido

En la preparacion de musculo liso de aorta contraido con fenilefrina (10°° M), el
diazéxido causa refajacion at abrir los canales de potasio (Clsgde 5.8 x 10° M), La
glibenclamida (10 M) antagonizé los efectos del diazéxido bloqueando Ia relajacidn
de! misculo liso. A 10°° M ninguna de las seis xantonas mostré actividad similar a la
de la glibenclamida. No se ensayaron a una concentracion mayor por la citotoxicidad

que producen.
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4. Efecto de los sesquiterpenoides sobre la relajacion inducida por diazoxide
La cacalona y ef acetato de cacalol fuvieron un efecto similar al de la
glibenclamida en los anilios adrticos a la concentracion de 10* M, es decir,
inhibieron significativamente Ja relajacion inducida por diazdxido de la respuesta
contractil a fenilefrina tanto en relacidn a su eficacia como a su potencia (p<0.01
vs. 10° M y control). El cacalol y fa cacalona ejercieron su efecto de manera
dependiente de la concendracitn, es decir, a mayor concentracién mayor inhibicion
de la relgjacion del tejido. En el caso del acetato de cacalol las concentraciones
10 y 10° M tuvieron un efecto similar al control, y ta de 10™ simitar a la
glibenclamida (Figs. 1-3). Las concentraciones inhibitorias 50 (Cls} vy las
respuesias maximas (R.s) de los tres compuestos a las concentraciones
ensayadas se reportan en la Tabla 2.

Tabla 2. Efecto del cacalol, acetato de cacalot y cacalona sobre la inhibicion
inducida por diazéxido de 1a respuesta a fenilefrina en aoria de rata.

10° M 10° M 10°M
Clsp Rmax (%) Clgg Renax (%) Clsp Rine (%)
(x 10° M) (x 10° M) (x 10° M)
Cacalol - - 425 +0.81 43.37h % 3424126 7372:6.16
9.

Acetato de 6.52+048° 21.02+10.38° 362063 6277+1278 3582129 66.05:7.74
Cacalol

Cacalona 677+1.82"° 24.95 % 453+071 S5177+9.10 3642062 7475+ 10.56

ae1’*

Medias + desviacion estandar, n = cuatro anillos de diferentes ratas.
a: p <0.01vs 10°M, 10% My control. b: p < 0.01 vs 10° My controk.
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Grafica 1. Efecto del cacaiol sobre fa relajacion inducida por diazdxido de ia
respuesta de contraccion a fenilefrina en musculo liso vascular de rata.
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Grafica 2. Efecto de la cacalona sobre la relajacion inducida por diazéxido de la
respuesta de contraccion a fenilefrina en misculo liso vascular de rata.
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Grafica 3. Efecto del acetato de cacalol sobre {a relajacién inducida por diazdxido
de la respuesta de confraccion a fenilfrina en masculo lise vascular de rata.
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VIil. DISCUSION

Xantonas de Cafophyllum brasifiense

En este estudio se extrajeron y aislaron 5 xantonas de Calophylfum brasitiense,
incluyendo la 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutil}-xantona que no se habia
reportado anteriormente para esta especie. Los resultados muestran que las
xantonas no bloguean los canales de potasio de la céjula de musculo fiso vascular
en comparacion con el control de glibenclamida en la preparacion de aorta de
rata. Es decir, cuando se preincubo con glibenclamida, la contraccidn por
fenilefrina se mantuvo al agregar dosis acumulativas de diazoxido; mientras que
con las xantonas, el tejido se relejé de la misma forma que el control de

etanci/DMSQ.

Solamente dos xantonas han sido reportadas con actividad hipoglucemiante,
ambas provienen de otras especies como Swertia chirayita y S. japonica (Bala et
al,, 1991; Basnet et al., 1994). Estos estudios se llevaron a cabo midiendo los
niveles de glucosa sanguinea en un modelo in vive de diabetes en ratas tratadas
con estreptozotocina o en ratas sometidas a alteraciones dietéticas. Aungue en
ninguno de estos estudios se ha propuesto un mecanismo de accion para el efecto
hipoglucémico obtenido, se observé que dichas xanionas presentan grupos
hidroxilo ¢ metoxilo en posicidn para en el anilio B, mientras que las xantonas
preniladas de C. brasifiense tienen grupos hidroxilo en posicién meta en ese anilio.
Ademds, las xantonas con actividad hipoghucemiante son del tipo simples mientras
que las xantonas de C. brasiliense son preniladas, por lo que éstas ultimas

podrian ser impedidas estericamente para unirse al receptor.
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Por oiro lado, diferentes xantonas han sido amgpliamente reportadas como
antagonistas de ia entrada de calcio de la célula muscular vascular para explicar el
mecanismo de vasorrelajacion de ia gorta foracica de rafa {Ko ef ai., 1991; Rampa
et al, 1995; Cheng ef al, 1997), aunque de acuerdo z los resultados de este
estudio, el efecto vasorrelajante debe diferenciarse claramente del dafio funcional,
ya que las xantonas evaluadas causaron dafio funcional del tgfido a

concentraciones mayores de 10° M.

Sesquiterpenoides de Psacalium decompositum

Este es el primer reporte en el que se atribuye un probable mecanismo de accion
al efecto hipoglucemiante de los tres compuestos provenientes de Psacafium
decompaositum: cacalol, cacalona y acetato de cacalol. Estos compuestos tuvieron
un comportamiento semejante a la glibenclamida (Gréaficas 1-3), un fammaco de la
familia de las sulfonilureas con conocidas propiedades hipoglucemiantes al
estimular la liberacién de insulina de las células f del pancreas tras varios eventos
celulares entre los que se encuentra el reducir la conduciancia (bloquear) de los
canales de potasio sensibles a ATP. Ei hecho de que los sesquiterpenoides
ensayados contrarrestaran el efecto abridor de canales de potasio del diazdxido es
lo que los sefiala como posibles bloqueadores de los canales de potasio, al igual

que ia glibenclamida, en la célula de misculo liso vascular.

El cacalol y la cacalona son los componentes mayoritarios obtenidos del extracto

_hexanico de las raices de P. decompositum. Se sabe que tienen actividad



DISCUSIGN

antimicrobial y propiedades alelopaticas (Alarcon-Aguilar ef al., 2000a). Los
resultados de las pruebas farmacolégicas indican que a una concentracién de 107
M. la cacalona y el acetato de cacalol, tienen una actividad similar a la
glibenclamida 10° M. La razén por la que no se tienen datos del cacalol a esa
concentracion (Grafica 1) es debido al dafio tisuiar a una concentracion mayor de
10°° M. Es probable que el hidroxilo en el Cy sea el causante de su toxicidad, ya
que el acetato de cacalol tiene un grupo acetato y 1a cacalona un grupo ceto en

dicha posicion.

Los reportes previos sobre la aclividad hipoglucemiante de los sesquiterpencides
de las raices de P. decompositum son contradictorios. Alarcon et al. (2000)
encontraron que la adminisiracion intraperitoneal de cacalel, cacalona y acetato de
cacalot (50 y 100 mgtkg peso corporal) no produjo efecto hipoglucemiante en
ratones sanos al medir la glucosa sanguinea 120 y 240 min después de su
administracion. Sin embargo, Inman ef al. (1999) reportaron que el cacalot (via
oral, dosis (nica de 1.08 mmolkg), mas no la cacalona, logro disminuir los niveles
de glucosa plasmatica de manera similar que la metformina, un farmaco usado
para tratar diabetes tipo 2, en un modelo genético de diabetes y obesidad en
ratones C57BL-6J ob/ob. Es posible que la contradiccidn en los resultados sea por
el modelo utilizado en cada grupc. En el modelo in vitro usado en este estudio, el
efecto de los sesquiterpencides es un efecto directo sobre la célula, sin que los
compuestos sean expuestos a la biotransformacion fanmacocinética que presentan
en el aorganismo. Asimismo, Inman ef al. (199%) especularon que, ya que el cacalol

inhibe el transporte electrénico y la fosforilacién oxidativa, podria ejercer su efecto
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hipoglucemiante estimulando el transporte de glucesa y estimulando fa glucdlisis.
Por ofro lado, ne hay gue perder de vista que el estudio se realiza en masculo fiso
vascular y no en células B pancredticas que, en cuanto a modelos in vifro, serian
el modelo ideal donde estudiar compuestos con supuestas propiedades

hipoglucemiantes.

Los resultados de esta tesis muestran gque uno de los posibles mecanismos de
accién por los que el ¢acalol, ta cacalona y el acetato de cacalol pueden producir
hipoglucemia podria ser el blogueo de los canales de potasio, ya que asi actdan
en ef musculo liso vascular al igual que la glbenclamida. Aunque el uso
tradicional de P. decompositum pudiera estar justificado por la presencia del
cacalol, no se recomienda el uso de esta planta o de sus extractos por la
presencia de posibles compuestos téxicos. Ya gue de los sesquiterpenoides no se
conocen efectos citotoxicos, estudios subsecuentes en las células beta de los
islotes de Langerhans y confimnatorios de la actividad hipogiucemiante dei cacalol
y derivados son necesarios para conccer si éstos son los compuestos activos
responsables de la actividad hipoglucémica de los extractos vy fracciones de P

decompositum.
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iX. CONCLUSIONES

1. De la madera de Calophyllum brasiliense se aislaron 5 xantonas. De las cuales
la 1,3,56-tetrahidroxi-2-(3-hidroxi-3-metilbutif}-xantona no habia sido reportada

previamente para esta especie.

2. Las xanionas preniladas de Calophyllum brasiliense no bloquean los canales

de potasio de la célula de misculo liso vascular.

3. Las xantonas son compuestos toxicos que a una concentracion de 10° M

causan dafio funcional del tejido.

4. Los sesquiterpenoides cacalol, cacalona y acetato de cacalo! de Psacalium
decompositum actlan como blogueadores de los canales de potasio de la

célula de musculo liso vascular.

5. La cacalona y el acetato de cacalol (10™ M) son tan de eficientes y potentes
como la glibenclamida (10 M) al actuar como bloqueadores de los canales de

potasio sensibles a ATP.

6. El cacalol y la cacalona bloguean los canales de potasio de la célula de

muscuio liso vascular de manera dependiente de la concentracion.
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Jacareubeina {Ili)

C1gH+4406, cristales amaritios, p.f. 252-258 °.

Datos de RMNP (500 MHz, acetona deuterada + DMSC deuterado) de la

Jacareubeina.
Proton 5 (ppm) Muitiplicidad | Constante de | Ndmero de
acoplamiento J H
(Hz)

2 Me 1.46 s - 6

H-2 5.71 d 10.0 1

H-4 6.36 § - 1

H-1° 6.66 d 10.5 1

H-7 6.97 d 8.0 1

H-8 7.58 d 8.0 1

OH-5 yOH-6 9.40 s - 2

OH-1 13.59 s - 1
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Datos de RMN °C (125 MHz, acetona deuterada + DMSO deuterado) de la

Jacareubeina.

Numerode C | 5 (ppm) Tipode C £k ]
C=0 181.29 C=0 H-§ - ]
C-3 160.93 c H-4 H-1"

C-1 158.56 c 0OH-1 -
CH4a 157.88 c - H-4
G5 162.70 C H-7 H-8
C-5a 147.01 Cc - H-8
C-5 133.52 C H7 -
C-2’ 128.53 CH - -
C-8 117.04 CH - -
C-1- 115.74 CH - -
C-8a 114.43 C H-7 -
C-7 113.92 CH - -
Cc-2 105.04 C H-2 HA4
C-9a 103.42 Cc - H4
C-4 95.50 cH - -
C-3 78.82 Cc H-2 H-1
C4'yC-5 28.40 2CHs - H-2’

* Acoplamientos de °C/'H a 2 (3J) v 3 (*J) enlaces observados en el experimento

HMBC.

Figura A. Esteriodiagrama por difraccién de Rayos X de |a Jacareubeina.
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Espectro No. 1. Espectro de RMNP (500 MHz, Acetona Deuterada/DMSO): Jacareubeina.



U H.A H. Instituro oe Guimica
O, R. Reyes
Xx[11 &n Acetone-o + DMSO-d6
125 HHZ
806
N
g
i
c-1" 2Me
3 3C-8a
s
R P 2
- o a
c-2 k‘ 3o C-7 5
: 5 J
ut C=4
g
C=0 C-1 C-4a C-9a C-37
a B —
ﬁﬁg g‘c 6 -5 3& a 7o)
2 g5 47 2 2, & Ee
b L“ L] ol Bo 4 w
3 J| 2 o 28 t o
r~ -
c-3 *G~5a c-z” 1
]illl[llrl|-|—rl|1||||||||r|—|—ll.[|rﬁrhﬁﬁﬂ'ﬁmﬁ*rrﬁ‘wrrrﬁl|nnlllllﬂ||nnl\[rl‘|1||:-||x|-||||11
180 i60 140 i20 100 a0 B0 40 20 opm

Espectro No, 2. Espectro de RMN 3C {125 MHz, Acetona Deuterada/DMSO Deuterado): Jacareubeina.



O, A. fleyes
X111 ea Acetops-d6 + DHSO-d6
HHBC

500 HHz

BOG

- T
n
h=]
3
S I )

C-2/H=-2"

= =
C-3"/H-2"

[41] [+ o]
= o
aelyabanl

=]
o

c-3/8-4 .
E b
C-ha/H-4
= =
c-3/u-1" C-~37/H-~1"
= £ e
Cc-6/8-7 C-5/H-7 C-8a/H-7

o
n

C-2/8-4
C-%a/H~4

T

E

o o

[2)] B
TPPTVITITIYTY] FYTTS PITTI TSR ST S

a}]
[o2]
1

~
I
TVTSLITIT CTYEIRENY TTRAITITSICTI IOPTY IYRRIITTSI ARSI NETTUSTIN)

|

~J
(=)

~J
na

C-6/1-8

=]
[}

co
~
o]

C-5a/H-8

~
[#4]

160 150 140 130 120 110 100 2o} g0
Fi {ppm)

Espectro No. 3. Acoplamientos de los espines nucleares ¥C/'H a dos (2} y tres (3J) enlaces: Jacareubeina



U.N.AH Inatituts ge Cuinica

Or. A. Reyes
XIIT &n Acetone-d6 + DHKSO-06
HBG
500 MHz
BUG
c-3
Fz2
(opm)|
13,404
13. 45
13,50+
4
1 13.559 OH-1/C~2
] (3)
B 0"
Of-1 13.60-] ESO
A
1 OH-1/C-1 OH-1/C-94
- (2) (3)
13.8657
]
13 707
13. .
75Fi—.r| — T L LA R E M S H e Rt M Rt St S S e S T
160 190 140 120 120 110 100
F1 (ppm)

Espectro No. 4. Acoplamientos de los espines nucleares 1*C/'H a dos (2J} y tres (3)) enlaces; Jacareubeina



U.N.AH, Iaslituto de Guimica

Or. R, Reyes

XII1 an Acetone-oB + (WS0-06 -

400 C-1 ZMe

500 -
i c-2 C-4

Me Fe %
(m)m)ﬂ —

i —

5—\

H—2‘—-—l.-.u-- J L=
6

H-4 ——o J —_—

H-17 ] b o

H-7 B 5] -

H—S—-—-\.-...—.-J : =10
B.-
T—IllllI||li|!ll\EllllIIﬁll[IlllllIIFIT!III!lIIIIb—rr[lif[l llf!'l
140 130 120 110 100 90 80 TO fs3¥] D0 Elv] 20 20

F1 (ppm)
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APENDICE

1-hidroxi,3,5,6-trimetoxi-2-2(3,3-dimetifalil)-xanfona

C21H2706, cristales amarilios, p.f. 152-157 ©,

EMIE (70 ev) mz (%):370 (59.2%) Ca1H220¢ MI*; 355 (28.9%) M*-Me; 339 (6.3%);
327 (78.9%); 315 (100%) M*-C,Hy: 302 (10.6%); 170 (8.5%).

Datos de RMN P (300 MHz, CDCI3) de la 1-hidroxi,3,5,6-trimetoxi-2-2(3,3-

dimetilalil)-xantona

| Proton 3 {ppm) Muitipicidad | Constantede | Numero de W
acoplamiento J H
S (Hz)
OH-1 12.96 s - 1
H-8 7.69 d g 1 N
H-7 6.96 d g 1
H-4 6.52 5 - 1
H-2" 5.22 im 72y 15 1
OMe 4.01 $ - 3
OMe 3.99 S - 3
OMe 3.92 5 - 3
H-1’ 3.34 d 7.2 2
Me 1.79 ] = 3 ]
Me 1.68 d 0.9 3 B
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APENDICE

Datos de RMN 13C (75 MHz, CDCI3) de la t-hidrexi,3,5,6-trimeioxi-2-2(3.3-

dimetilalil}-xantona.

Nimero de C 3 (ppm) Tipo de C
C=0 180.18 C=0
C-1* 164.11 C
C-3~* 159.57 C
cB* 167.44 C
C-ba~ 156.09 C
C4a~ 150.18 C
C-H* 136.11 C
C-3” 131.78 C
C-2’ 122 .07 CH
c-8* 121.47 CH
COa* 115.49 C
C-8a* 111.92 C
C-7 108.41 CH
c-2* 103.14 C
c4 90.05 CH
OMe 61.52 OMe
OMe 56.35 OMe
{OMe 55.93 OMe
C-40C-H 25.75 CH;
C-1" 21.27 CH,
C-50C4" 17.75 CHs

* Asignaciones tentativas con base en calculos tebricos del efecto de
substituyentes en C aromaticos monosubstituidos (Pretsch ef al., 2000).
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Espectro No. 7. Espectro de RMN'3C (75 MHz, CDCl,): 1-dihidroxi,3,5,6-trimetoxi-2-(3, 3-dimetilalil)-xantona.
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Espectro No. 8. Acoplamiento de los espines nucleares *C/*H a un enlace (1J): 1-hidroxi,3,5,6-trimetoxi-2-
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APENDICE

1,3,5,6-tetrahidroxi-2-{3-hidroxi-3-metilbutit}-xantona (Vi)

C13H1307, sdlido café, pf 252-253 °.

EMIE (70 ev) mz (%); 346 (18.6%) C1sH1s07 [MI'; 328 (24.8%) M*-OH; 313 (17%)
M*-Me; 285 (37.2%): 273 (100%); 260 (6.2%); 244 (4.7%).

Datos de RMN P (300 MHz, diclorometano deuterado) de la 1,3,5,6-tetrahidroxi-2-

(3-hidroxi-3-metilbutii}-xantona

Proton & (ppm) Multiplicidad | Constante de Ndmero de
acoplamiento J H
(Hz)

H-8 7.57 d 84 1
H-7 6.85 d 8.4 1
H-4 6.47 S - 1
H-1" 2.70 t 8.1 2
H-2 1.68 t 8.1 2
12 Me 1.26 S - 6
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